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  生体内の重要な機能は様々なタンパク質やリガンドによる多分子相互作用系を基
本に制御・維持されている。このような相互作用調節に広く重要な役割を担ってい
る補因子の１つに ATP や ADP などのヌクレオチドがある。例えば、筋収縮を担うア
クトミオシン複合体は ATP の結合と加水分解が構成タンパク質であるアクチンやミ
オシン、トロポミオシンなどの相互作用の変化を引き起こす要因の１つであること
が知られている。  
 これまで ATP や ADP などのヌクレオチドの相互作用解析では、NMR や X 線回折
などによる原子レベルでの構造解析が積極的に行われてきた。しかし、これら分析
法では寿命が短いまたは弱い相互作用状態の解析が難しく、さらに後者はタンパク
質の結晶化自体が困難な場合もある。一方で、NMR や X 線回折による解析が困難な
様々なケースにも適応可能な相互作用の解析法として、光アフィニティーラベル法
が発展し（Figure 1）、ヌクレオチドを光反応基で修飾した光プローブによる多様な
結合解析が行われてきた。  
 
Figure 1. 光アフィニティーラベル法  
 
しかし、一般にラベル効率が低いため、その結合構造解析は非効率であり、多くの
分子が関わる複合的な相互作用系の詳細な解析は困難であった。本研究では、より
効率的な光ラベル解析を目的として新たな光反応性核酸プローブの設計を行い、ヌ
クレオチドを含む複合的な相互作用系の解析を通して、光アフィニティーラベル法
の新しい適用と解析法の効率化検討を行った。ATP や ADP などヌクレオチドのプロ
ーブ化では光反応基の修飾位置が重要となるが、特に末端リン酸に導入する場合は、
タンパク質によるリン酸エステル加水分解を抑制する機能の付加が可能であり、プ
ローブ結合状態を固定した上で相互作用解析を行える。これまでに光反応基として
アジドやベンゾフェノンを導入したプローブが作成され、単一タンパク質の光ラベ
ル解析が行われてきた。しかし、多分子が関わるコンフォーメーション解析には光
反応基の選択が重要である。リガンド結合状態を正確にピンポイントで解析するに
は、光照射により極近傍分子と非選択的かつ速やかにクロスリンクを形成すること
が可能なジアジリンが有用な光反応基と位置づけられる。さらに相互作用部位の位
置情報を確実に得る上では、化学的に安定なクロスリンクが形成される点でも上記
反応基に比べ優位である。 
 以上の観点から本研究では、光反応基ジアジリンを末端リン酸に結合させた ATP
および ADP プローブを新規に合成し、ヌクレオチドを含む多分子相互作用系
解析への光アフィニティーラベル法の適用と解析法の効率化を検討した。  
 
【ジアジリン型 ATP プローブの開発とアクトミオシン複合体の光ラベル解析】 [I] 
 アクトミオシン複合体は ATP や ADP、カルシウムイオンなどの様々な分子の
結合により、複合体の相互作用状態が変わることが報告されている。これまで
の研究から、ミオシンヘッド内の 50-kDa clef t と呼ばれる裂け目がアクチンフィ
ラメントと結合すること、さらにこのドメインには ATP 結合部位があり、ATP
のリン酸ユニットは clef t 側に位置することが X 線構造解析から分かっている。 
 そこで末端リン酸を修飾した  -biotin-dia-ATP および  -dia-ATP、  -dia-ADP を
作成し、アクトミオシン複合体におけるミオシンとアクチンの相互作用解析を
行った。検出用のビオチンをプローブ内に組み込んだ  -biotin-dia-ATP によりアクト
ミオシン複合体を光ラベルし、SDS-PAGE およびブロッティング後に化学発光検出し
たところ、37 kDa 付近にラベルタンパク質を認めた（Figure 2）。  
 
Figure 2. アクトミオシン複合体におけるトロポミオシンの特異的ラベル  
a：アクトミオシン複合体、 b：光ラベル結果、 c： -dia-ATP (R=H) 及び   
-biotin-dia-ATP (R=-(OCH2CH2)3NH-biotin) の構造  
 
このバンドは  -thio-ATP 存在下で減少したことから、プローブ特異的なラベ
ル体と判断し、 37 kDa 付近のタンパク質の詳細な MS 解析を行ったところトロ
ポミオシンであることが判明した。アクトミオシン複合体における ATP 結合部位は
ミオシンヘッドのみであることから、これらプローブはミオシンに結合した状態でさ
らに他のタンパク質であるトロポミオシンと相互作用していると予想された。これま
でに、アクトミオシン複合体を構成する個々のタンパク質の結晶構造は得られている。
一方で、複合体構造に関してはアクチンフィラメントやトロポミオシン、トロポニン
が形成する複合フィラメント上にミオシンが結合し、ATP 加水分解に連動した結合状
態の変化が起こるモデルが提唱されているに留まり、ATP や ADP 結合時の各構成タン
パク質の位置関係は未だに不明確な部分が多い。今回の結果は、ミオシンに結合した
-biotin-dia-ATP の末端リン酸がアクチンフィラメント上に巻きついたトロポミオシ
ンと接近している可能性を示した。しかし、-biotin-dia-ATP ではミオシンヘッド—
トロポミオシン間の相互作用に重要と考えられるリン酸部分にビオチンタグが
導入されており、これらの相互作用状態に影響していることが懸念された。そ
こで、プローブからビオチンタグを取り除いた  -dia-ATP および   -dia-ADP を
新規に合成し、さらなる解析を試みた。-dia-ATP および   -dia-ADP では、リン
酸ユニットを持つことから、ラベルされたタンパク質はリン酸 -鉄キレート形成
を利用したアフィニティー精製法（ IMAC）が適用できる。アクトミオシン複合
体とプローブを氷上でインキュベートした後、 360 nm の光を照射しクロスリン
クを形成した。光照射後のサンプルは化学発光検出を可能とするためビオチン
サクシミドにより全てのタンパク質をビオチン標識した。続いて、IMAC により
プローブ標識されたタンパク質を単離し、 SDS-PAGE およびブロッティング後
に化学発光検出したところ、 37 kDa のトロポミオシンへの特異的なラベルが再
確認された。  
 アクトミオシン複合体のトロポミオシンは螺旋状のダイマーを形成している。ダイ
マー化したトロポミオシンはアクチンフィラメント上に巻き付いた状態で存在し、カ
ルシウムイオン濃度に依存して、アクチンフィラメント上での位置が変化することに
よりミオシン—アクチンフィラメント間の相互作用を調整することが知られている。そ
こで、カルシウムイオン濃度がトロポミオシンへの特異的ラベルに与える影響を確認
する目的で 1 mM のカルシウムイオンを添加しラベル解析したところ、ラベルタンパ
ク質が変化している可能性が示唆された。  
以上のことから、末端リン酸をジアジリン修飾した新規プローブにより、これまで
明らかにされていなかった ATP や ADP 結合状態での、ミオシン—ヌクレオチド—トロポ
ミオシンが関わる複合的な相互作用状態とそのカルシウムイオン依存的な変化を光ア
フィニティーラベル法によって解析できることが確認された。  
 
【発蛍光性の桂皮酸骨格を利用した切断型ジアジリンの開発】 [II] 
 アクトミオシン複合体への適用では、末端リン酸修飾型のヌクレオチドプローブ
により、多分子が関わる複合的な相互作用系の光ラベル解析が可能であることを確認
した。しかし、 IMAC によるラベル体の単離は多くの時間を要し非効率であった。そ
こで本研究では、これまでの光アフィニティーラベル法の課題であった光ラベル解析の効
率化検討を行った。この目的を達成するため、光反応基ジアジリンとヌクレオチドの末端
リン酸基を E—Z 異性化能を有する発蛍光性リンカーにより結合した新規プローブを合成
し、ラベル体を単離することなく相互作用状態を容易に可視化および結合部位を効率的に
解析できる新規蛍光-光ラベル法の開発を行った。  
発蛍光性リンカーは光に応答して E—Z 異性化が起こり、さらに温度に依存したフェノー
ル性ヒドロキシル基のアミドへの求核攻撃によりリンカーが解裂、リガンドの切り離しと
同時に相互作用部位近傍に蛍光性のクマリンが形成される。ジアジリンのクロスリンク能
と組み合わせることにより光照射のみでプローブ結合部位へコンパクトな蛍光団である
クマリンが導入できる。光クロスリンクおよびリンカーの  E—Z 異性化は共に 365 nm の
光を照射することにより進行する。しかしながら、ジアジリンによる光クロスリンクが短
時間、0 ℃付近で容易に達成される一方で、発蛍光性リンカーの  E—Z 異性化後の分子内
環化、蛍光クマリン化は 0 ℃での進行が極めて遅く、40 ℃付近で達成される。したがっ
て、プローブ -タンパク質間の結合状態を一段階目の光照射によって固定し、そこから温度
を上げることによってプローブのリガンド部分を切り離すと同時にクマリン標識が可能
となる。ジアジリンユニットの反応性を確認する目的で、桂皮酸骨格を有するフェニルジ
アジリンの光分解を  19F-NMR により追跡した結果、ジアジリン環  3 位のトリフルオロ
基に由来する  —65 ppm のピークが経時的に減少し、—77 ppm 付近にメタノール付加体に
由来するピークの増加を認めた。さらに、モノヒドロキシフェニル型がジヒドロキシフェ
ニル型のジアジリン光分解速度を比較すると、モノヒドロキシフェニル型がより速いこと
が確認された。光ラベルの効率、UV 照射によるタンパク質への影響を考えた場合にモノ
ヒドロキシフェニル型が有用と期待されることが明らかとなった。次に、E—Z 異性化の反
応性を確認する目的で、桂皮酸骨格を有するフェニル型のジアジリンの光分解を  1H-NMR 
により追跡した。その結果、光照射時間に依存して 4.25 ppm 付近の  E 体由来のピーク
が減少し 4.08 ppm 付近に  Z 体由来のピークが増加することが確認された。また、この  Z 
体への異性化の割合はモノヒドロキシフェニル型が最も高く、続いてフェニル型、ジヒド
ロキシフェニル型という順番であり、タンパク質を蛍光標識する場合にはモノヒドロキシ
フェニル型が適していると考えられた。実際に ATP 結合性タンパク質に対するラベルを
比較した場合にはモノヒドロキシ型プローブのラベル能が優れていた。モノヒドロキシ型
の桂皮酸を ATP の位に導入した γ-cin-dia-ATP では、光照射によるクマリン形成が 0 ℃
ではほとんど進まず、37℃で速やかに進行することが確認され、クマリン形成工程が温度
により制御できることが確認された。以上のような特徴から、γ-cin-dia-ATP を用いるこ
とによりタンパク質の ATP 結合部位へ簡単に蛍光性のクマリンを導入し、結合部位解析
と結合状態の変化の定量的モニターが簡単に達成できると期待された。  
 
【発蛍光性光ラベル法によるラベル量の定量的モニターと効率的結合部位解析】  
効率的な光ラベル法の検証として、HPLC によるラベルペプチドの詳細な解析を試み
た。まず、光反応基ジアジリンとヌクレオチド末端リン酸を E—Z 異性化能を有する発
蛍光性リンカーにより結合し、光および温度応答性の新規プローブ（-cin-dia-ATP,  
 -cin-dia-ADP）を合成した。ATP および ADP 結合性タンパク質へこれらプローブを
適用し、光照射後に酵素消化してペプチド断片化した。消化産物を UV および蛍光検
出 HPLC により分析し、光ラベルされたペプチド量のクマリン由来の蛍光によるモニ
ターを試みた。実際に、複数あるペプチド断片が UV モニターで検出され、蛍光モニ
ターからその中の 1 つが強いクマリン由来の蛍光を示した。このピークの LC—MS 解析
により結合部位が容易に特定された。また、様々なリガンドがラベルに与える影響を
蛍光性ピークの量からモニターすることが可能であった。以上ように、効率的かつ定
量的な蛍光—光ラベル解析が可能となった。  
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